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1. A cultura do milho
O milho (Zea mays L.) é uma espécie da família das gramíneas,
sendo o terceiro cereal mais cultivado no mundo, perdendo apenas
para o trigo e o arroz (FAO, 2008). No Brasil, a produção de milho
vem crescendo ano após ano, sendo que na safra 2007/08 a
colheita foi de cerca de 58,59 milhões de toneladas, 14% superior à
safra 2006/07 (CONAB, 2008).
Os maiores consumidores de milho no Brasil são os criadores de
aves (para corte e postura) e de suínos, que utilizam o milho para a
produção de ração (IBGE, 2009). Seu uso não se restringe à
indústria alimentícia, já que o milho é largamente utilizado na
produção de elementos espessantes e colantes, além da produção
de óleos. Recentemente, a Europa e os Estados Unidos têm
incentivado seu uso para produção de etanol. Na alimentação
humana, o milho é comumente empregado in natura, como milho
verde e na forma de subprodutos como pão, farinha e massas
(PINAZZA; ALIMANDRO, 1998).
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2. O milho híbrido
Em 1909, George Harrison Shull sugeriu um método de
melhoramento de milho visando à produção de milho híbrido, que
apresentou uma notável contribuição para o avanço da agricultura
mundial, dando suporte ao desenvolvimento de uma vigorosa e
competitiva indústria de sementes (MIRANDA FILHO; VIÉGAS, 1978;
PATERNIANI, 1993). O método do milho híbrido baseia-se na
produção de linhagens endogâmicas, que são obtidas após
sucessivas autofecundações, onde o pólen de cada planta é
coletado da parte masculina (pendão) e depositado sobre a parte
feminina (estigma) da mesma planta. Em geral, após seis a sete
autofecundações, que levam de 3 a 4 anos, obtém-se uma nova
linhagem (Figura 1) (BUENO et al., 2001). Têm-se como vantagens
da utilização de híbridos de milho a associação de características de
distintos genitores, a exploração de interações gênicas e da
heterose na geração híbrida e a produção de genótipos uniformes
(PATERNIANI, 1974). No entanto, em um programa para o
desenvolvimento de milho híbrido, a etapa mais onerosa e demorada
é a obtenção e a avaliação das linhagens endogâmicas.
Figura 1. Produção de linhagens endogâmicas para obtenção de
milho híbrido. Figura adaptada de Bueno et al. (2001).
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3. Obtenção de linhagens haplóides
de milho
Uma alternativa disponível na cultura do milho para acelerar a
obtenção de linhagens puras consiste na produção de linhagens
homozigotas instantâneas pelo uso de haplóides duplicados,
também conhecidos como duplo haplóides (CHASE, 1952). A
grande vantagem desse método consiste na diminuição do tempo
para a obtenção das linhagens homozigóticas, após o cruzamento
de um híbrido com um indutor de haploidia. Empresas de
melhoramento genético de milho vêm trabalhando para aumentar a
porcentagem de plantas haplóides geradas por esse tipo de
cruzamento.
Em um processo normal de autofecundação em espécies diplóides,
considerando apenas dois pares de locos independentes
segregando entre os genitores (AAbb) e (aaBB), o genótipo
recessivo aabb tem a probabilidade de ser encontrado na proporção
de 1/16 em uma população F2. Entretanto, na indução de haploidia,
o mesmo genótipo terá a probabilidade de ocorrência de 1/4 na
população. Isso ocorre devido à ausência dos heterozigotos,
prevalecendo apenas quatro genótipos homozigotos (AABB, AAbb,
aaBB e aabb). Com a obtenção de linhas homozigotas, a variância
aditiva é maximizada, os efeitos de dominância são neutralizados e
as vantagens na seleção de características quantitativas podem ser
superiores, uma vez que é realizada somente com base na
aditividade, não havendo interferência dos efeitos de dominância e
epistasia (SILVA et al., 2002). No entanto, a maior vantagem desse
processo está na redução significativa do tempo para a obtenção de
linhagens endogâmicas.
Dois processos para a produção de haplóides são utilizados: um é
baseado em técnicas de cultura de tecido (in vitro) e o outro por
meio da indução genética (in vivo). Como a cultura de anteras em
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milho tem se mostrado uma metodologia bastante complexa e cara
(BECKERT, 1994; SANTOS; ZANETTINI, 2002), a opção mais
comum tem sido pela indução genética de haploidia e a posterior
duplicação cromossômica. A indução in vivo baseia-se na utilização
de linhagens indutoras de haplóides. A maioria dessas linhagens é
derivada de duas linhagens temperadas, a Stock6, que gera
haplóides gimnogenéticos, ou seja, de origem materna (COE JR.,
1959), e a W23, que gera haplóides androgenéticos por meio de
uma mutação no alelo do gene IG, produzindo o alelo ig,
denominado de gametófito indeterminado1 (KERMICLE, 1969).
A frequência de haplóides gerados com o sistema W23 (ig1) varia
de 1 a 3% (KERMICLE, 1969, 1973). Já o sistema Stock6 possui
uma frequência em torno de 3% (SARKAR; COE JR., 1966),
embora várias iniciativas tenham sido realizadas no intuito de
aumentar essa frequência. Lashermes e Beckert (1988) cruzaram a
linhagem W23 com a linhagem Stock6 e obtiveram a linhagem
indutora WS14, com uma taxa de indução de 3 a 5%. Sarkar et al.
(1994) obtiveram uma taxa de indução de 6% nos cruzamentos
realizados.
Os mecanismos moleculares da indução de haploidia em milho não
foram totalmente compreendidos. Porém, para o caso de indutores
gimnogenéticos, em que o indutor é o doador de pólen, há indícios
de que, para a formação de linhagens haplóides, dois núcleos
espermáticos são desenvolvidos com diferentes velocidades
(BYLICH; CHALYK, 1996). Como resultado, um dos núcleos
espermáticos atinge o estágio pronto para a fertilização, enquanto o
outro não. A existência de somente um núcleo espermático normal
em um grão de pólen pode ser a razão para a quebra da fertilização
dupla e o desenvolvimento de sementes com embriões haplóides na
espiga da planta que recebeu pólen de um indutor gimnogenético
(ENALEEVA; TYRNOV, 1996).
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4. Sistema gametófito
indeterminado (ig1)
O alelo recessivo do gene gametófito indeterminado (ig1) restringe o
potencial embriogênico das células, produzindo, em alguns casos,
somente o genoma de um dos dois parentais (KERMICLE, 1969;
EVANS, 2007). Esse alelo foi identificado como o causador de
alterações significativas na estrutura dos embriões de milho
(KERMICLE, 1969). Foi observado que a presença do alelo ig1
permite a ocorrência de um número variável de divisões mitóticas,
resultando em um saco embrionário com 16 núcleos ou mais, em
vez dos oito núcleos observados normalmente (Figura 2) (LIN, 1981;
HUANG; SHERIDAN, 1996). Como resultado dessas divisões
mitóticas adicionais, o indivíduo mutante que apresenta o alelo ig1
exibe heterofertilização, poliembrionia e variação no nível de ploidia
do endosperma depois da fertilização.
Algumas características são atribuídas à interferência do alelo ig1,
como sinergia múltipla no saco embrionário, oócitos múltiplos e
várias células centrais (KERMICLE, 1971; LIN, 1981; HUANG;
SHERIDAN, 1996; GUO et al., 2004). Essa mutação afeta também a
migração nuclear e a diferenciação celular (LIN, 1981; HUANG;
SHERIDAN, 1996). No saco embrionário do mutante ig1, a fase
proliferativa é prolongada, sugerindo que a função do alelo selvagem
ig1 promova uma interrupção na proliferação da diferenciação no
saco embrionário (LIN, 1981).
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O mutante ig1 não condiciona um processo em particular; a sua
interferência ocorre anteriormente à formação do saco embrionário
e altera a atividade de outros genes durante a formação deste.
Portanto, seus efeitos pleiotrópicos parecem ser independentes, não
tendo relações uns com os outros (LIN, 1981; HUANG; SHERIDAN,
1996). O gene ig1 está localizado no braço longo do cromossomo
três do milho (KERMICLE; DEMOPULOS-RODRIGUES, 1980).
Segundo Evans (2007), o gene ig1 é amplamente expresso em uma
variedade de tecidos em milho, como folhas, primórdios foliares,
espigas imaturas, pendão imaturo, cabelo e palha jovem. O gene ig1
Figura 2. Comparação de um saco embrionário normal e um saco
embrionário de um mutante contendo o alelo ig1. A) Saco embrioná-
rio normal, contendo oito núcleos polares (um núcleo polar não pode
ser visualizado devido ao ângulo da fotografia), após a
megagametogênese. B) Saco embrionário de um mutante contendo
o alelo ig1, onde dezesseis núcleos estão presentes no saco embri-
onário. Oito núcleos estão localizados no polo micropilar e outros
oito núcleos estão localizados no polo calazal. Microfotografia
eletrônica de transmissão (HUANG; SHERIDAN, 1996).
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apresenta baixa expressão no endosperma, em raízes e grãos de
pólen maduro e se expressa em várias partes florais, nos diferentes
estágios de desenvolvimento.
As sementes de milho que sofrem a interferência do gene ig1, e são
consideradas haplóides, precisam ser identificadas ainda no estágio
embrionário para viabilizar o processo de duplicação
cromossômica. Com o objetivo de identificar as sementes
haplóides, Chase e Nanda (1965) descreveram um sistema de
marcador fenotípico baseado na pigmentação por antocianina
determinado pelo gene R-navajo (R1-nj). Esse gene controla a
pigmentação do endosperma e do embrião, como um marcador
dominante derivado da fonte indutora. Como o endosperma é
triplóide, o marcador irá se expressar em qualquer tipo de
cruzamento. Mas como um embrião haplóide não possui a
contribuição do genoma da linhagem indutora, que possui o alelo R-
navajo, o marcador não irá se expressar. Assim, as sementes com
a pigmentação púrpura do endosperma e a não pigmentação do
embrião podem ser selecionadas como possíveis haplóides (Figura
3) (NANDA; CHASE, 1966; EDER; CHALYK, 2002).
Figura 3. Padrão de coloração do marcador morfológico controlado
pelo sistema R-navajo (R1-nj). A) Endosperma e embrião roxos,
indicando uma semente diplóide normal. B) Endosperma roxo e
embrião branco, indicando haploidia (RABEL, 2008)
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No entanto, a expressão desse gene é bastante influenciada pelo
background genético e pelo processo de maturação da semente,
além da existência de genes dominantes (C1-I, C2-Idf e In1-ID) que
inibem a síntese de antocianina (COE, 1994; EDER; CHALYK,
2002). Tais fatores dificultam a identificação precoce de genótipos
haplóides, limitando a ampla aplicação dessa metodologia em
programas de melhoramento (BELICUAS et al., 2007).
5. Obtenção de linhagens duplo
haplóides
Após a obtenção e a identificação de plantas haplóides, ainda é
necessário que seja feito um tratamento, ainda na fase de plântula,
para duplicar o número de cromossomos e restabelecer a fertilidade
das plantas. Para isso, alguns métodos foram desenvolvidos e
consistem basicamente em emergir a plântula em uma solução de
colchicina (DEIMLING et al., 1997). A colchicina atua na
desorganização das fibras do fuso durante a metáfase celular,
impedindo a sua formação e a consequente disjunção dos
cromossomos, resultando na duplicação dos cromossomos.
Trabalhos em andamento na Embrapa Milho e Sorgo vêm tentando
compreender os mecanismos de indução de haplóides
androgenéticos em milho, com a utilização do gene gametófito
indeterminado, assim como a incorporação do gene ig1 e o gene
R1-nj em linhagens de milho tropicais do programa de
melhoramento, para posterior utilização como uma linhagem
indutora de haplóides androgenéticos.
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